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 Trypanosoma cruzi é o agente causador da doença de Chagas, uma das 
doenças tropicais mais negligenciadas. Estima-se que cerca de 11 milhões de 
pessoas no mundo estão infectadas por T. cruzi e cerca de 6 a 7 milhões de 
pessoas estão em risco por encontrarem-se em áreas endêmicas. Durante o 
processo de invasão moléculas do parasita e do hospedeiro interagem permitindo a 
transdução de sinal e a expressão de genes de modulação em resposta à invasão. A 
diversidade de proteínas e vias acionadas para reparar a lesão pela ruptura da 
membrana plasmática nos interessou e dessa forma o presente estudo desenvolveu 
uma nova forma de detecção e quantificação por reação em cadeia da polimerase 
em tempo real (qPCR) da carga parasitária de T. cruzi e a quantificou os níveis 
transcricionais relativos (RT-qPCR) da Disferlina, Esfingomielina esferase ácida 
(ASM), Fator de Transcrição EB (TFEB), Galectinas 1 e 3 e Anexina A2. Neste 
estudo, foi demonstrado que a quantificação por PCR em tempo real utilizando os 
iniciadores P21fw e P21rv foi específico e sensível para a detecção de T. cruzi in 
vivo e in vitro, bem como os níveis transcricionais de genes relacionados a 
organização do citoesqueleto e reparo de membrana plasmática são moduladas em 
resposta ao dano gerado pelo parasita. 
  
Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Organização do citoesqueleto. Reparo da 


























Trypanosoma cruzi is causative agent of Chagas disease, one of most neglected 
tropical diseases. Estimated that about 11 million people worldwide are infected by T. 
cruzi and about 6 to 7 million people are at risk in endemic areas. During the process 
of invasion of host and parasite interact enabling signal transduction and gene 
expression modulation in response to invasion. The diversity of activated proteins 
and pathways to repair the damage by disruption of the plasma membrane interest to 
us and thus present study developed a new form of detection and quantitation by 
polymerase chain reaction in real time (qPCR) of parasitic load T. cruzi and 
quantified transcriptional levels relative (RT-qPCR) of dysferlin, Sphingomyelin acid 
esferase (ASM), transcription factor EB (TFEB) Galectins 1 and 3 and Annexin A2. 
This study demonstrated that quantification by real time PCR using primers P21fw 
and P21rv was specific and sensitive for detection of T. cruzi in vivo and in vitro, as 
well as transcriptional levels of genes related to cytoskeletal organization and repair 
plasma membrane are modulated in response to damage generated by parasite. 
 
 














1 INTRODUÇÃO GERAL 
1.1 DOENÇA DE CHAGAS E O  Trypanosoma cruzi 
 A Doença de Chagas (DC) é reconhecida pela Organização Mundial de 
Saúde como uma doença tropical negligenciada causada pelo protozoário flagelado 
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e representa um grave problema de saúde e 
econômico para humanidade (ARAÚJO et al., 2009; RASSI; MARCONDES DE 
REZENDE, 2012; PEREIRA; NAVARRO, 2013). 
 Estima-se que no mundo existam aproximadamente de 6 a 7 milhões de 
pessoas infectadas pelo protozoário, principalmente na América Latina onde a 
doença de Chagas é endêmica, constituindo assim problema preocupante de saúde 
pública (SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA et al., 2006; COURA; VIÑAS, 2010; 
MARTINS-MELO et al., 2014; HENAO-MARTÍNEZ et al., 2015; NOGUEIRA et al., 
2015; “WHO,” 2016). Nos últimos anos, a ocorrência da DC tem sido observada em 
áreas não endêmicas como América do Norte e Europa devido aos fluxos 
migratórios internacionais, compondo um novo desafio para o enfrentamento desta 
doença ( GASCON; BERN; PINAZO et al., 2010; SCHMUNIS; YADON, 2010). No 
Brasil acredita-se que existam cerca de 2 a 3 milhões de pessoas com a DC, 
acarretando aproximadamente 6.000 mortes por ano (MARTINS-MELO et al., 2012, 
2014). 
 O protozoário T. cruzi pertence ao filo Sarcomastigophora, subfilo 
Mastigophora, ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, e é caracterizado 
pela presença de cinetoplasto, uma organela formada por DNA de estrutura circular 
extranuclear formando redes concatenadas conhecido por DNA do cinetoplasto ou 
kDNA (ARAÚJO et al., 2009; RASSI; MARIN-NETO, 2010; TEIXEIRA et al., 2011; 
PEREIRA; NAVARRO, 2013). Este hemoflagelado possui um ciclo de vida 
complexo, envolvendo hospedeiros vertebrados mamíferos e invertebrados 
hemípteros reduvídeos da subfamília Triatominae, assumindo diferentes estágios 
evolutivos com distinções morfológicas e físico-químicas (MAYA et al., 2007). Assim, 
podemos identificar três formas evolutivas distintas: epimastigota, tripomastigota e 
amastigota. As formas evolutivas são classificadas com base em parâmetros 
morfológicos, tais como, posição relativa do flagelo, do núcleo, do cinetoplasto, e 




vida. A amastigota é uma forma replicativa e infectiva no hospedeiro vertebrado 
(Figura 1 A), possuindo aproximadamente 2 a 5 m de diâmetro, com formato 
arredondado e flagelo bem curto. A forma replicativa no hospedeiro invertebrado é a 
epimastigota (Figura 1 B), com aproximadamente 20 µm de comprimento, se 
caracteriza por sua forma alongada (fusiforme), cinetoplasto discóide disposto 
anteriormente ao núcleo e com o flagelo livre surgindo da região anterior. Os 
tripomastigotas (Figura 1 C) são formas infectantes, tanto para o hospedeiro 
vertebrado como para o hospedeiro invertebrado. Esta forma evolutiva é não 
replicativa, medindo aproximadamente 25 µm de comprimento, alongada com 
cinetoplasto arrendondado, posterior ao núcleo e flagelo, que percorre externamente 
toda extensão de seu corpo celular(BRENER, 1973; SOUZA, DE, 1984, 1999; 
TEIXEIRA et al., 2011).  
 O desenvolvimento de um estágio a outro é um processo complexo, 
envolvendo mudanças estruturais, antigênicas e fisiológicas, estando estas 
alterações sob comando de genes específicos (SANTOS, DOS et al., 2009; 
ARAÚJO et al., 2009; PEREIRA; NAVARRO, 2013). 
 
Figura 1: Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. (A) Amastigostas, (B) Epimastigotas e (C) 
Tripomastigotas. 
 
Fonte: Paula Brigído. 
 
 O parasita pode ser transmitido vetorialmente, congenitamente, em 
acidentes laboratoriais, transfusão sanguínea, transplante de órgãos e mais 
recentemente descrito, por via oral (CEVALLOS; HERNÁNDEZ, 2014; MARTINS-




MELO et al., 2014). Levando em consideração a transmissão vetorial, o ciclo (Figura 
2) inicia-se quando o inseto vetor, durante o repasto sanguíneo, ingere sangue do 
hospedeiro mamífero contendo formas tripomastigotas sanguíneas, que se 
modificam em formas epimastigotas no sistema digestório do inseto, onde se 
multiplicam intensamente, migram para a porção posterior do trato digestório do 
inseto, onde devido à escassez de nutrientes  se transformam em formas 
tripomastigotas metacíclicos. Quando o inseto pica um novo hospedeiro mamífero 
transmite essas formas infectantes pelas fezes e urina depositadas no local da 
picada. Posteriormente, estas formas evolutivas penetram pela pele lesionada ou 
pelas mucosas, invadem células de vários tecidos e se transformam em 
amastigotas. Essas irão se multiplicar e se diferenciar em tripomastigotas que serão 
liberados, após o rompimento da célula hospedeira. As formas tripomastigotas 
liberadas migram para corrente sanguínea podendo invadir outras células ou serem 
ingeridas novamente pelo inseto vetor  (ANDREWS et al., 1990; KOLLIEN; 
SCHAUB, 2000; HERNÁNDEZ-OSORIO et al., 2010; SOUZA; CARVALHO; 
BARRIAS et al., 2010). Uma alternativa de subciclo pode ocorrer envolvendo formas 
amastigotas procedentes da lise prematura das células infectadas, chamadas 
amastigotas intracelulares ( HUDSON; SNARY; MORGAN et al., 1984; CARVALHO; 
SOUZA, 1986) ou formas amastigotas extracelulares decorrentes de diferenciação 
extracelular de tripomastigotas (ALVES; MORTARA, 2009).  
 
Figura 2: Representação esquemática do ciclo de vida do protozoário flagelado Trypanosoma cruzi.
 





 A DC possui apresentação clínica variável. A fase aguda é caracterizada por 
parasitemia patente que pode perdurar até dois meses. Os sintomas podem ser 
moderados e atípicos, podendo ser confundidos com os de diversas outras 
infecções, e consequentemente a doença não é frequentemente reconhecida neste 
estágio (“WHO,” 2016). Depois da fase aguda, os pacientes entram na fase crônica 
da doença, na qual podem desenvolver quadros clínicos variados, desde brandos a 
muito graves, sendo caracterizado por baixa ou nenhuma parasitemia, mesmo que o 
paciente permaneça reativo em testes sorológicos de rotina (BHATTACHARYYA et 
al., 2010). Pessoas cronicamente infectadas e vivendo em áreas endêmicas 
constituem em importantes reservatórios do parasita. Até 20 anos após a infecção, 
aproximadamente 30% dos pacientes desenvolvem alterações cardíacas 
(cardiomiopatia chagásica), e 10% alterações digestivas (mega cólon e mega 
esôfago) e neurológicas. Posteriormente, a infecção pode levar à morte súbita ou 
insuficiência cardíaca causada pela destruição progressiva do tecido cardíaco 
(TANOWITZ et al., 1992; CAMPOS DE CARVALHO et al., 2009; “WHO,” 2016).  
1.2 FATOR DE TRANSCRIÇÃO EB, ESFINGOMIELINA ESFERASE ÁCIDA E 
DISFERLINA - PROTEÍNAS ENVOLVIDAS NA SINALIZAÇÃO, INVASÃO 
CELULAR E REPARO DE MEMBRANA. 
 T. cruzi está entre os mais bem sucedidos parasitas intracelulares, e poucos 
protozoários comparam-se a ele em termos de virulência e capacidade de infectar 
vários tipos celulares (NUNES et al., 2013). A interação entre a célula hospedeira e o 
parasito durante a invasão e o estabelecimento da infecção ativa processos de 
sinalização celular que culminam em alterações morfológicas, metabólicas e na 
modulação da expressão de diversos genes da célula hospedeira ((MACHADO et 
al., 2000; MARTINELLI et al., 2006; MARTINS et al., 2011; MAEDA; CORTEZ; 
YOSHIDA et al., 2012; GARCIA-SILVA et al., 2014). Esses processos envolvidos 
durante a invasão, estabelecimento do parasita, patogenia da doença, bem como a 
interação molecular entre parasita-hospedeiro ainda não estão completamente 
esclarecidos (YOSHIDA, 2006; GUHL; RAMÍREZ, 2011).  
Sabe-se que T. cruzi durante a invasão promove mobilização de Ca+2  
intracelular (Figura 3 A), tanto no parasita quanto na célula alvo (REDDY; CALER; 
ANDREWS et al., 2001; JAISWAL; ANDREWS; SIMON et al., 2002; CHENG et al., 




a invasão: remodelamento do citoesqueleto de actina e exocitose de lisossomos  
(MACHADO et al., 2000; MARTINELLI et al., 2006; MARTINS et al., 2011; MAEDA; 
CORTEZ; YOSHIDA et al., 2012). Andrews (2002) destaca a importância dos 
rearranjos do citoesqueleto de actina cortical da célula hospedeira para o 
recrutamento e fusão dos lisossomos no sítio de invasão do parasita. Deve-se levar 
em consideração que os lissosomos não são apenas organelas de degradação, eles 
também são grandes responsáveis pelo reparo da membrana celular, por meio da 
exocitose lisossômica desencadeada por Ca+2. Assim, quando membranas celulares 
sofrem danos, os lisossomos, são recrutados para se fundir ao revestimento da 
célula, reparando a lesão (REDDY; CALER; ANDREWS et al., 2001; JAISWAL; 
ANDREWS; SIMON et al., 2002; GULBINS; KOLESNICK, 2003b; DEFOUR et al., 
2014; SCHEFFER et al., 2014). Um estudo complementa a participação do 
lisossomo durante a invasão do parasita, os autores destacam que a fusão gradual 
dos lisossomos com o vacúolo parasitóforo evita o escape do parasita da célula 
hospedeira e promove sua permanência intracelular (ANDRADE; ANDREWS, 2004).  
 A resposta dos lisossomos para os sinais fisiológicos são regulados pelo 
fator de transcrição EB (TFEB). TFEB é um importante gene regulador  da 
biogênese lisossômica e da autofagia, conduz à geração de novos lisossomos, induz 
a ancoragem, a fusão de lisossomos com a membrana plasmática e o aumento do 
número de autofagossomos em uma variedade de tipos de células (SARDIELLO et 
al., 2009a; SETTEMBRE et al., 2011; SETTEMBRE; BALLABIO, 2011).  TFEB 
interage com o alvo da rapamicina de mamíferos (mTOR), uma quinase localizada 
nos lisossomos que se associa a TFEB e funciona como um mecanismo de controle 
lisossomal e participa do processo de biogênese de lisossomos (Figura 3 B). 
(ZONCU et al., 2011; CORTEZ; REAL; YOSHIDA et al., 2015). A atividade de TFEB 
é fundamental para o estabelecimento do parasita na célula hospedeira por meio de 
funções como exocitose de lisossomo (fagossomo e extracelular), reparo de 
membrana e autofagossomo (SARDIELLO et al., 2009a; SETTEMBRE; BALLABIO, 
2011; SPAMPANATO et al., 2013). 
Durante a invasão celular pelo parasita, a célula promove a exocitose dos 
lisossomos liberarando a enzima lisossomal esfingomielinase ácida (ASM) (KOVAL; 
PAGANO, 1991; FERNANDES et al., 2011). A ASM cliva a foscorilcolina da 
esfingomielina, um abundante esfingolipídeo presente na parte externa da 




ceramida (Figura 3 C). A ceramida é responsável por remover a região lesionada e 
reparar a membrana ( HOLOPAINEN; ANGELOVA; KINNUNEN et al., 2000; 
GULBINS; KOLESNICK, 2003a; BLITTERSWIJK, VAN et al., 2003; GRASSMÉ; 
RIETHMÜLLER; GULBINS et al., 2007; TRAJKOVIC et al., 2008), esse processo 
facilita a invasão do parasita. 
Células musculares são particularmente especialistas no processo de reparo 
de membrana durante a lesão da membrana plasmática. Durante o ciclo de vida 
dessas células do músculo estriado, o processo de reparação da membrana é 
essencial para a manutenção da integridade celular (GLOVER; BROWN, 2007). A 
degeneração de células do músculo pode levar à necrose do tecido, devido à 
substituição do músculo pelos tecidos fibroso e adiposo (HAN et al., 2007). Uma 
proteína que vem sendo associada à reparação da membrana de células musculares 
é a Disferlina (HAN et al., 2007). A Disferlina é uma proteína ancorada a membrana 
que está envolvida no processo de reparo, sua ausência ou expressão reduzida está 
envolvida em doenças neuromusculares como a Miopatia de Miyoshi (MATSUDA et 
al., 2015). O influxo de Ca+2 por meio de uma ruptura da membrana plasmática 
desencadeia a fusão de membranas mediada por Disferlina selando a lesão (Figura 
3 D) (BANSAL et al., 2003; LENNON et al., 2003; MCNEIL; KIRCHHAUSEN, 2005; 





























 FIGURA 3: esquema ilustrativo do processo de invasão por T.cruzi em mioblasto e a ação de cada 
proteína. (A) processo de invasão celular por Trypanosoma cruzi promovendo lesão celular e influxo 
de cálcio; (B) TFEB sendo um regulador da exocitose de lisossomos (C) ASM enzima lisossomal 
utilizada para promover a síntese de ceramida, sendo importante para o processo de reparo de 
membrana durante a internalização do parasita. (D) após a lesão a Disferlina também ajuda no 
processo reparo de membrana auxiliando assim na sobrevida da célula. 
 
Fonte: Paula Brígido. 
 
1.3 GALECTINAS E ANEXINAS - PROTEÍNAS ENVOLVIDAS NA  
ORGANIZAÇÃO  DO CITOESQUELETO E ADESÃO CELULAR 
As Galectinas pertencem à familia das lectinas, sendo proteínas que se ligam 
a carboidratos e podem reconhecer glicoproteínas, glicolipídeos e moléculas como 
lipídeos e proteínas, sendo encontradas na matriz extracelular, na superficie celular, 
no citoplasma e no núcleo (MENON; HUGHES, 1999; HOUZELSTEIN et al., 2004; 
FUNASAKA; RAZ; NANGIA-MAKKER et al., 2014). A Galectina 1 e a Galectina 3 
estão envolvidas em diversos processos biológicos como adesão celular, sinalização 
intracelular, apoptose, regulação do ciclo celular e resposta imunológica (ZÚÑIGA et 
al., 2001; DUMIC; DABELIC; FLÖGEL et al., 2006; SALOMONSSON; CARLSSON; 
et al., 2010; SALOMONSSON; LARUMBE; et al., 2010; NOVAK; DABELIC; DUMIC 
et al., 2012). A Galectina 1 está relacionada a eventos imunoregulatórios frente à 
infecção por T. cruzi, sendo capaz de induzir a proliferação do parasita (ZÚÑIGA et 






interagem com a Galectina 3, durante a infecção ocorrendo um aumento da 
expressão dessa lectina e de seus ligantes. A expressão de Galectina 3 é importante 
para a adesão de tripomastigotas às celulas, por meio da ligação da Galectina 3 à 
superficie do parasita e também à superficie de células musculares aumentando a 
adesão (MOODY; OCHIENG; VILLALTA, TAPRIA N. et al., 2000; VRAY et al., 2004; 
KLESHCHENKO et al., 2004). 
As anexinas são proteínas ligantes de fosfolipídios e de F-actina sendo 
importantes em diversas respostas celulares ( GERKE; CREUTZ; MOSS et al., 2005; 
TOBE, 2010; BANDOROWICZ-PIKULA; WOS; PIKULA et al., 2012). A anexina A2 
está relacionada com as vias endocíticas, a reorganização da actina em eventos de 
internalização de patógeno e o tráfego de vesículas dependentes da polimerização 
de actina, eventos importantes para a internalização do parasita (HAYES, 2004; 
MOREL; GRUENBERG, 2008; LAW et al., 2009; GRIEVE; MOSS; HAYES et al., 
2012; TEIXEIRA et al., 2015).  
1.4 TECNOLOGIA DA REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) EM 
TEMPO REAL 
Na tentativa de superar as limitações apresentadas pelas técnicas clássicas, 
há cerca de dez anos, os métodos moleculares vêm sendo desenvolvidos para 
detecção e quantificação de genes e espécies (MICHALSKY et al., 2002), com 
destaque para a tecnologia da reação em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase 
Chain Reaction). A alta sensibilidade e especificidade, a habilidade de detectar e 
identificar o alvo, e o fato de poder ser aplicada diretamente em amostras clínicas, 
produzindo um resultado confiável dentro de poucas horas, são vantagens 
indiscutíveis da PCR em relação aos métodos de diagnóstico tradicionais (ABDA, 
BEN et al., 2011; PAIVA CAVALCANTI, DE et al., 2013). A PCR em tempo real é um 
método extremamente sensível e reprodutível de quantificação da carga parasitária 
e da expressão gênica. É altamente específica, pois se baseia na detecção de 
fluorescência emitida por sondas fluorogênicas ou corantes intercalantes, como o 
SyBRGreen. A medida que o produto amplificado aumenta, o sinal de fluorescência 
também aumenta proporcionalmente. Os corantes intercalantes como este emitem 
fluorescência apenas quando associados ao DNA de fita dupla (dsDNA)  (BUSTIN, 




A quantificação do produto amplificado ocorre durante a fase exponencial da 
reação, e o limiar desta fase é determinado pelo ciclo no qual é detectada emissão 
de fluorescência significativa, denominado de ciclo limiar de amplificação (cycle 
threshold - CT) (LIFE TECHNOLOGIES, 2012). A fluorescência é detectada pelo 
aparelho quando o SYBRGreen está associado ao dsDNA. A fluorescência emitida 
pelas moléculas de SYBRGreen em suspenção no meio, quando ocorre a 
desnaturação, é pequena e subtraída pelo software durante a reação (BUSTIN, 
2000). Durante a polimerização catalisada pela enzima DNA polimerase as 
moléculas de SYBRGreen se ligam ao produto recém sintetizado, e um aumento da 
fluorescência é observado em tempo real, o que possibilita o monitoramento 
contínuo da reação (LIFE TECHNOLOGIES, 2012). No ciclo seguinte, na etapa de 
desnaturação do DNA, as moléculas do fluoróforo são liberadas e uma queda no 
sinal da fluorescência é observada. Apesar de o SYBRGreen não ser específico, 
podendo se ligar à dímeros de primers ou outros produtos inespecíficos, é possível 
monitorar essas situações pela análise da curva de dissociação observando a 
temperatura de fusão (Temperature melting – Tm) (LIFE TECHNOLOGIES, 2012).  
No sistema em que se utiliza de sondas, o método de detecção mais comum é a 
utilização de sondas marcadas com um corante reporter na extremidade 5’ e um 
quencher na 3’. Quando a sonda está intacta o quencher capta a energia emitida 
pelo reporter, devido a proximidade dos dois corantes, através da transferência de 
energia por ressonância de fluorescência através do espaço (FRET). Quando a 
sonda é clivada pela atividade exonuclease 5’ da DNA polimerase os fluoróforos são 
separados aumentando o sinal da fluorescência que é detectado pelo aparelho (LIFE 
TECHNOLOGIES, 2012).  
A quantificação dos produtos da PCR é realizada, principalmente, por dois 
métodos, a quantificação absoluta e relativa. Pelo método da quantificação absoluta 
(qPCR) utiliza-se uma curva padrão, previamente padronizada, que deve estar 
presente em todas as placas de ensaio. Interpolando as quantidades da amostra 
alvo com base na curva padrão, o software fornece a quantidade exata de moléculas 
alvo contidas na amostra (LIFE TECHNOLOGIES, 2012). Esta técnica vem sendo 
utilizada por diversos autores, em amostras provenientes de animais e pacientes 
humanos, possibilitando a realização de estudos relacionados à carga parasitária, 
interação hospedeiro-parasito e monitoramento da terapia (ABDA, BEN et al., 2011; 




gráficos gerados no computador durante a reação (CAVALCANTI, 2008). A análise 
dos resultados é feita através de quatro parâmetros:  
a) Curva de amplificação - nos informa o Ciclo limiar de quantificação (CT) 
das amostras em análise, inclusive a curva padrão;  
b) Espectro - mostra a captação da fluorescência por filtros previamente 
determinados, a depender do corante fluorescente utilizado no ensaio;  
c) Componente - mostra o comportamento da emissão de fluorescência por 
cada corante ou fluorocromo usado durante a reação. Sendo a referência passiva do 
aparelho o parâmetro que deve manter-se constante; 
d) Curva de dissociação - onde é possível observar a emissão de 
fluorescência pela temperatura de fusão ou temperatura de melting (Tm). A Tm é a 
temperatura onde 50% dos produtos amplificados encontram-se dissociados, na 
forma de fita simples, causando uma queda brusca da intensidade de fluorescência 
pela liberação do corante SYBRGreen (BROWN, 2003). Nesta análise podem ser 
verificadas amplificações inespecíficas e dímeros de primer, uma vez que cada alvo 
deve ter sua Tm específica. Através desta propriedade da qPCR em alterar a Tm 
para diferentes produtos amplificados,  têm-se utilizado a metodologia para 
diferenciação de espécies (WEIRATHER et al., 2011; PITA-PEREIRA et al., 2012; 
PAIVA CAVALCANTI, DE et al., 2013; TOZ et al., 2013). 
 A quantificação relativa é subdividida em dois métodos, o método da curva 
padrão e o método do CT comparativo. Com base no método CT comparativo deve-
se, primeiramente, avaliar se as eficiências das amplificações do alvo e do controle 
endógeno são equivalentes. A eficiência da reação é calculada pela construção de 
uma curva padrão que é graficamente representada como um gráfico de regressão 
linear semi-log do valor do CT em comparação ao log da quantidade inical do ácido 
nucléico. Um slope da curva padrão próximo de -3,32 indica uma reação com 100% 
de eficiência e produzirá um aumento de 10 vezes no amplificado a cada 3,32 ciclos 
durante a fase exponecial de amplificação (log2 
10 = 3,3219) (LIFE TECHNOLOGIES, 
2012). Valores que diferem muito desses podem indicar má qualidade da amostra ou 
erro de pipetagem. Para cada curva padrão o software procura o melhor ajuste entre 
os pontos, calcula a regressão linear e fornece o R2 que mede quão próximo é o 
ajuste entre a regressão linear da curva padrão e os valores individuais de CT das 
amostras padrão (ideal R2 = 0,99), o slope e o y-intercept que indicam o valor 




2012). Para esse método é também necessário utilizar uma amostra padrão em 
todas as placas de ensaio, o calibrador, que deve ser uma amostra concentração 
conhecida. Durante a reação de qPCR, o alvo é normalizado com um gene 
housekeeping (controle endógeno) e comparado diretamente com o calibrador, 
contabilizando uma quantidade maior ou menor de RNAm (LIFE TECHNOLOGIES, 
2012). 
Previamente à quantificação relativa é necessário realizar a RT-PCR 
(Reverse Transcriptase PCR), que consiste em uma técnica na qual são produzidas 
cópias de cDNA (DNA complementar) a partir da fita simples de RNAm, amplamente 
utilizada nos estudos de expressão gênica. A fita de DNA complementar é formada 
basicamente pela ação de uma enzima (RT) Transcriptase Reversa e iniciadores 
randômicos que maximiza o número de moléculas de RNAm que podem ser 
analisadas a partir de uma pequena amostra de RNA (BUSTIN, 2000). O cDNA é 
utilizado como amostra biológica para amplificação de um determinado fragmento de 
um gene alvo na reação de PCR. 
 São várias as vantagens da PCR em tempo real em relação à convencional, 
dentre elas destacam-se, a maior sensibilidade, pois a PCR em tempo real utiliza a 
fluorescência para detecção do amplicon, maior reprodutibilidade, pois fornece a 
quantificação em números, enquanto a convencional utiliza gel de agarose e 
corantes intercalantes como o brometo de etídio altamente tumorigênicos e cálculo 
da densidade óptica para quantificação, o que diminui sua sensibilidade e 
reprodutibilidade (LIFE TECHNOLOGIES, 2012).  Para ambos os sistemas o 
desenho do experimento e a padronização da reação são essenciais para a 






2 OBJETIVO GERAL 
Desenvolver uma nova forma de detecção e quantificação da carga 
parasitária de T. cruzi, e analisar os níveis transcricionais de genes relacionados à 
organização do citoesqueleto e reparo de membrana plasmática durante a infecção 
experimental em camundongos utilizando a PCR em tempo real. 
2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Desenhar um novo par de iniciadores específicos e sensíveis para a detecção 
e quantificação de T. cruzi; 
 Comparar in silico os iniciadores já existentes com o desenvolvido nesta Tese 
quanto à especificidade e sensibilidade para o PCR em tempo real; 
 Quantificar a expressão dos genes Disferlina, Galectinas 1 e 3, Anexina A2, 
TFEB e ASM em corações de camundongos infectados por T. cruzi nas fases 
aguda e crônica da infecção; 
 Quantificar a expressão dos genes Disferlina, Galectinas 1 e 3, Anexina A2, 
TFEB e ASM em corações de camundongos imunossuprimidos e infectados 
por T. cruzi na fase crônica da infecção; 















3 MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 LOCAL DO ESTUDO  
 Este estudo foi realizado na Universidade Federal de Uberlândia e os 
procedimentos experimentais foram conduzidos Laboratório de Tripanosomatídeos 
(LATRI – ICBIM/UFU) e no Laboratório de Patologia Molecular e Biotecnologia do 
Centro de Referência Nacional em Dermatologia Sanitária / Hanseníase (CREDESH 
- HC/UFU). 
3.2  PARASITAS 
 A cepa Y de T. cruzi utilizada no estudo foi isolada por SILVA; 
NUSSENZWEIG, (1953), por meio de xenodiagnóstico realizado em uma paciente 
na fase aguda da infecção chagásica. A virulência dos parasitas da cepa Y foi 
mantida por meio de passagem regular em camundongos C57BL/6 heterogênicos, e 
foram recuperados por meio de sangria no pico da parasitemia (15 dias).  
3.3 CULTURA DE CÉLULAS  
 As células da linhagem Vero (fibroblastos de rim de macaco verde da África) 
foram utilizadas para manutenção do ciclo de T. cruzi in vitro, foram cultivadas em 
garrafas de 25 cm2 contendo 5 mL de meio contendo DMEM (Dulbecco’s modified 
Eagle’s médium - Vitrocell/Embriolife®), com L-glutamina (2 mM) e D-glicose (4500 
mg/L), bicarbonato de sódio (2000 mg/L), HEPES (2380 mg/L), piruvato de sódio 
(1100 mg/L), suplementado com os antibióticos penicilina (60 mg/L), gentamicina (40 
mg/L) e estreptomicina (10 mg/L), e com soro fetal bovino (SFB - Vitrocell/Embriolife) 
a 10%, e mantidas a 37°C com atmosfera úmida e 5% de CO2. 
 O repique das células foi realizado a cada 5 dias, após a formação de 
monocamada por meio da lavagem com Tampão Fosfato Salino (PBS), adição de 
500 µL de Tripsina-EDTA (Tripsina 0,25% e EDTA 1 mM - Vitrocell/Embriolife®) e 
agitação leve para o total desprendimento das células, que eram então 
ressuspendidas em 5 mL de meio DMEM suplementado.  Para a contagem das 
células foi utilizando câmara de Neubauer. As células destinadas à infecção eram 




Após um tempo mínimo de 24 horas para a adesão das células, o meio de cultura 
celular era trocado para a retirada de células mortas e posteriormente infectada.  
 Mioblastos (C2C12) foram utilizados para os ensaios de invasão in vitro. 
Para isso foram cultivadas na presença de DMEM suplementado com soro fetal 
bovino (SFB - Vitrocell/Embriolife®) a 10%, e cultivadas em garrafas de 75 cm2 
contendo 10 mL de meio, mantidas a 37°C com atmosfera úmida e 5% de CO2. O 
monitoramento do crescimento celular foi realizado a cada 24 horas até atingirem a 
fase estacionária, mantidas em estado de subconfluência e repicadas a cada 2 ou 3 
dias. Para a utilização das células nos ensaios foi feita a lavagem da cultura com 
PBS, adição de 500 µL de Tripsina-EDTA (Tripsina 0,25% e EDTA 1 mM - 
Vitrocell/Embriolife®) e agitação leve para o total desprendimento das células, que 
eram então ressuspendidas em 1 mL de meio DMEM suplementado e contadas 
utilizando câmara de Neubauer.  
 
3.4 INFECÇÃO DOS MIOBLASTOS 
 
 Células C2C12 foram retiradas da garrafa de cultura por meio da 
tripsinização, plaqueadas em placas de polietileno de 6 poços a uma concentração 
de 106 células/poço e incubadas overnight na estufa de CO2, em DMEM 
suplementado com 10% de SFB, a 37°C com 5% de CO2 para completa aderência. 
No dia seguinte, foi feita a lavagem dos poços (3x) com PBS e posteriormente o 
meio foi reposto. Depois das lavagens, as células foram desafiadas com 50 
tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y por célula por 2 horas. Após o tempo de 
incubação, os poços foram cuidadosamente lavados 3 vezes com PBS para a 
retirada de parasitas que não internalizaram. Foi utilizado como controle células não 
infectadas. Todos os passos do ensaio foram realizados como descrito acima, com 






3.5 INFECÇÃO DOS CAMUNDONGOS 
 
 Camundongos machos C57BL/6 com 20 semanas, pesando cerca de 23 g, 
permaneceram no Biotério da UFU em ambiente controlado de 12 horas de luz e 12 
horas no escuro, em temperatura de 25±2°C, recebendo água e ração ad libitum. A 
utilização dos camundongos foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
(CEUA), da Universidade Federal de Uberlândia (Protocolo número 059/08) 
PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 077/14. Os animais foram infectados com 
100 µL de solução salina contendo 2x105 formas tripomastigotas de T. cruzi, pela via 
intraperitoneal. Após 1 mês (Fase aguda), 3 meses imunossuprimidos ou não (fase 
crônica) os animais foram sacrificados e os corações recolhidos e processados para 
a quantificação da carga parasitária e dos níveis transcricionais (7 animais por 
grupo). Para cada grupo infectado, foi utilizado um grupo não infectado da mesma 
idade como controle. Durante todo o procedimento, corações e os animais foram 
pesados para avaliar a variação de peso corporal dos diferentes grupos. 
3.6 IMUNOSSUPRESSÃO DOS CAMUNDONGOS 
 Camundongos C57BL/6 cronicamente infectados (Após 3 meses de 
infecção) com T. cruzi, foram imunossuprimidos com fosfato de dexametasona 
administrada ad libitum na água de beber a um nível de dosagem de 12 mg / mL, 
durante 10 dias (KIM; HEALEY, 2001). A parasitemia foi seguida desde o dia 1 de 
infecção até dia 10 pela coleta de sangue, formas sangüíneas de T. cruzi foram 
avaliadas sob condições padronizadas por observação microscópica direta de 5 µL 
de sangue. 
 
3.7 EXTRAÇÃO DE DNA 
 
 Para a extração de DNA foi utilizado o PureLink® Genomic DNA kit 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as recomendações do fabricante. 




espectrofotômetro NanoDrop 2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific), e 
amostras com pureza ideal (~1,8) foram selecionadas. 
3.8 EXTRAÇÃO DE RNA E SÍNTESE DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA) 
 Para a extração de RNA, foi utilizado o RiboZol™ Plus RNA Purification Kit 
(Amresco), de acordo com as recomendações do fabricante. As concentrações e a 
qualidade do RNA foram determinadas a 260/280 nm em espectrofotômetro 
NanoDrop 2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific), e amostras com 
pureza ideal (~2,0) foram selecionadas. 
 Para síntese de DNA complementar foi utilizado High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) de acordo com as recomendações 
do fabricante. Resumidamente foram utilizados 2 µg de RNA em um volume de 20 
µL de reação, e a reação foi realizada em um termociclador (Techne® Endurance 
TC-312, UK). O protocolo iniciou-se em uma temperatura de 25 °C, mantida durante 
10 min e seguido por 37 °C durante 120 min. Em seguida, as amostras foram 
aquecidas até 85 °C durante 5 min e, finalmente, 4 °C. O cDNA foi armazenado a -
20 °C até o uso. 
3.9 PESQUISA E SELEÇÃO DE INICIADORES UTILIZADOS EM PESQUISAS 
ANTERIORES PARA A QUANTIFICAÇÃO DE T. cruzi 
 
 A pesquisa foi realizada no PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 
de estudos utilizando qPCR para quantificar T. cruzi, e iniciadores foram utilizados 
para comparação com o nosso par de primers desenhados neste trabalho. 
 
3.10 DESENHO E VALIDAÇÃO DOS INICIADORES 
 
 Os iniciadores específicos foram desenhados utilizando a ferramenta IDT 
PrimerQuest (http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest, San Diego, 
CA), posteriormente foram validados com as ferramentas Primer-BLAST 




Nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi? 
PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome, Bethesda, 
USA) para confirmar especificidade. 
 
3.11 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR CONVENCIONAL)  
 
 A reação de PCR consistiu em 10 mM Tris-HCl pH 8, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 
mM de cada dNTP, 10 pmoles de cada iniciador; P21fw (5'-AACGCCACC 
ATCAATCTTTTG -3 '), P21rv (5'-CGTCGCATTCCTCATTTCTTC-3'), que resulta na 
amplificação de fragmento de 65 pares de base T. cruzi, 1,25 U de Taq Platinum 
(Invitrogen), 50 ng de DNA e água ultrapura para produzir um volume total de reação 
de 25 µL. As amplificações foram realizadas no GeneAmp® PCR System 9700 
(Applied Biosystems), de acordo com as seguintes condições: 95°C durante 5 min, 
35 ciclos de 94°C durante 30 seg; 58°C durante 30 seg e 72°C durante 1 min e uma 
extensão final de 72°C durante 10 min. Os produtos de PCR foram visualizados por 
eletroforese em gel de agarose a 2%, utilizando um tampão 1 x TBE (90 mM Tris-
borato, 2 mM EDTA) a 100V durante 100 minutos e corados com 0,5 µg/mL de 
brometo de etídio. Os produtos de PCR em gel foram visualizados em Universal 
capa II (Bio-Rad) de foto-documentador. Foi utilizado um marcador molecular de 50 
pares de bases para o gel de agarose (Promega, EUA). 
 
3.12 QUANTIFICAÇÃO DA CARGA PARASITÁRIA POR PCR EM TEMPO REAL 
QUANTITATIVO (qPCR) 
 
 Para as reações de qPCR, com um volume final de 12,5 µL, foram 
adicionados 2 µL (~ 50 ng) de DNA extraído e 0,4 µM de cada iniciador. Foi feito o 
uso do reagente SYBR ® Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems), 
contendo SYBR ® Green Dye AmpliTaq Gold ® DNA polimerase, dNTPs com dUTP, 
Rox referência passiva, tampão com componentes otimizados. As reações foram 
realizadas na plataforma ABI7300 (Applied Biosystems) com o seguinte programa: 




segundos e 60 ºC durante 45 segundos e 72 ºC durante 30 segundos. Após o 
alongamento final, as amostras foram submetidas à variação de temperatura de 50 a 
95°C, com aumento gradual de 0,5°C/s para se obter a temperatura de melting e 
produtos não específicos. 
 Para a quantificação do parasita primeiramente foi criada uma curva padrão 
com diluições em série a partir de DNA extraído de 108 parasitas/mL de T. cruzi 
juntamente com 50 mg de tecido de coração de camundongo não infectado 
(correspondendo a uma diluição de 2x105 a 2x100 parasitas por ensaio). Para cada 
reação, o software SDS 7300 (Applied Biosystems) procurou o melhor ajuste entre 
os pontos, calculou e forneceu o coeficiente de regressão linear (R2) e o Slope 
(inclinação da curva). O R2 mede o quão próximo é o ajuste entre a regressão linear 
da curva padrão e os valores individuais de cycle threshold (CT) das amostras 
padrão. O Slope indica a eficiência da amplificação para o ensaio (um valor de 3,32 
representa 100% de eficiência). A eficiência do ensaio entre 110 a 90% (Slope) e R2 
maior ou igual a 0,99 foram utilizados como parâmetros, tal como descrito como 
ideal (LIFE TECHNOLOGIES, 2012). 
3.13 QUANTIFICAÇÃO DOS NÍVEIS TRANSCRICIONAIS RELATIVOS POR PCR 
EM TEMPO REAL (RT-qPCR) 
 
 Os iniciadores específicos para os genes em estudo (Tabela 1) foram 
desenhados utilizando a ferramenta IDT PrimerQuest 
(http://www.idtdna.com/Scitools/ Applications/Primerquest; San Diego, CA), 
posteriormente foram validados com as ferramentas Primer-BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, Bethesda, USA) e Standart 
Nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi? 
PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome, Bethesda, 
USA) para confirmar especificidade. 
 A quantificação gênica relativa foi determinada na plataforma ABI 7300 
(Applied Biosystems) e os dados recebidos foram processados usando o Software 
v1.4.1 SDS (Applied Biosystems). Cada reação continha 6,25 µL de SYBR® Green 
PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems), 0,4 µM de cada iniciador, e 50 ng de 




padrão, tal como recomendado pelo fabricante: 95 °C durante 10 min, (95 °C durante 
15 segundos, 60 °C durante 1 min) x 40 ciclos, e a análise da temperatura de 
melting a 95 °C durante 15 segundos, em seguida 60 °C durante 1 min. Cada reação 
de PCR foi realizada em triplicada, e controles sem cDNA foram incluídos. Todas as 
análises foram realizadas em duplicata. Além disso, a análise da temperatura de 
melting foi realizada em cada ensaio, a fim de detectar a amplificações inespecíficas. 
 Os níveis relativos de expressão gênica foram analisados pelo método 2-ΔΔCt, 
onde ΔΔCt = ΔCT animais infeCTados (alvo do gene CT - endógena do gene CT) - 
ΔCT animais não infectados (gene alvo CT - CT do gene endógeno) (SCHMITTGEN; 
LIVAK, 2008). O GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) foi utilizado como 
gene de referência (endógeno). 




Tabela 1: Iniciadores utilizados para a análise dos níveis transcricionais relativos por 
PCR em tempo real. 
 






































82 62 NM_008084.2 
GGGTCTGGGATGGAAATTGT 
  
3.14 NORMAS DE BIOSSEGURANÇA 
 Todos os procedimentos in vitro e in vivo, envolvendo manuseio dos 
parasitas, do cultivo de células infectadas, dos animais e de reagentes, bem como a 
utilização dos equipamentos foram realizados de acordo com as normas de 
biossegurança descritas por (RICHMOND; MCKINNEY, 2001). 
3.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 Os experimentos foram realizados em triplicata, cada um com três réplicas. 
A quantificação da carga parasitária foi analisada pelo teste Kruskal Wallis, seguido 
pelo teste de comparações múltiplas de Dunnett, e os níveis transcricionais foram 
analisados pelo teste one-way ANOVA, seguido pelo teste de comparações múltiplas 
de Turkey foram realizados utilizando GraphPad Prism versão 6.00 para Windows, 
GraphPad Software, La Jolla, Califórnia, EUA. O nível de significância foi 





4.1 NOVA FORMA DE DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DA CARGA 
PARASITÁRIA DE T. cruzi 
4.1.1 Pesquisa e seleção de iniciadores utilizados para a quantificação do T. cruzi 
descrito em pesquisas anteriores 
 Após uma pesquisa no PubMed foram selecionados iniciadores usualmente 
utilizados em trabalhos com qPCR para quantificar T. cruzi (Tabela 2). S35 / S36 (fw 
5'-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3' e rv 3'-
GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-5') amplificando uma sequência de 330 pb 
do DNA do cinetoplasto (kDNA), TCZ1/TCZ2 (fw 5'-GCTCTTGCCCACACGGGTGC-
3' e rv 5 '3'-CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG-5’) amplificando uma sequência de 188 
pb a partir da sequência nuclear (N) e D71/D72 (fw 5'-
AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3' e rv 5'-TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3'), 
amplificando um fragmento de 105 ou 123 pb de RNAr 24Sα,  correspondendo aos 
grupos filogenéticos TCI e TCII do T. cruzi, respectivamente (SOUTO, 1996). 
 
TABELA 2: INICIADORES SELECIONADOS NO PUBMED. 
 
INICIADORES ARTIGOS MÉTODO AMOSTRA ALVO 
S35/S36 
(STURM et al., 1989)  PCR Cultura axênica 
(VALLEJO et al., 1999) PCR Rhodnius prolixus  
Mus musculus (Balb / c) 
(PAVIA et al.) PCR Rhodnius colombiensis 
(BARRERA et al., 2008) PCR Mus musculus (Tecido de 
coração) 
(FERNANDES et al., 2009) PCR Homo sapiens (Sangue) 
(PAVÍA et al., 2011) PCR Homo sapiens (Sangue/ 
Biópsias endomiocárdicas) 
TCZ1/TCZ2 




Homo sapiens (Sangue, tecido 
de coração, cordão umbilical, 
tecido de pele) 
(MOSER; KIRCHHOFF; 
DONELSON et al., 1989) 
PCR Homo sapiens and Mus 
musculus (Sangue) 
(PIRON et al., 2007a) NESTED -
qPCR 
Homo sapiens (Sangue) 
(PARIS et al., 2009) PCR Homo sapiens (Sangue) 
(ELOY; LUCHEIS, 2012) PCR Canis familiaris and Felis catus 








(CASTRO-SESQUEN et al., 
2013) 
PCR Guinea pig (Sangue e tecido de 
coração) 
(BRAZ et al., 2008) PCR  Triatoma infestans (Manchas 
de fezes secas) 
(SCHIJMAN et al., 2011) PCR Homo sapiens (Sangue) 
S35/S36 
TCZ1/TCZ2 
(SABINO et al., 2015) qPCR Homo sapiens (Sangue) 
(CUMMINGS; TARLETON, 
2003) 
qPCR Mus musculus (Tecidos do 
coração) 
(VIRREIRA et al., 2006) PCR / qPCR Homo sapiens (Líquido 
aminiótico) 
(VIRREIRA et al., 2003) PCR Homo sapiens (Sangue de 
recém-nascido) 
(VIRREIRA et al., 2005) PCR Homo sapiens (Sangue de 
recém-nascido) 
D71/D72 
(BURGOS et al., 2007) PCR Homo sapiens (Sangue) 
(SOUTO; ZINGALES, 1993) PCR Leishmania, Trypanosoma 
rangeli and  Homo sapiens 
(RNA) 
(FERNANDES et al., 1998) PCR Cultura axênica 
(D’AVILA et al., 2009) PCR Homo sapiens (Hemocultura) 
(SOUTO et al., 1996) PCR Cultura axênica 
(FREITAS et al., 2005) NESTED - 
qPCR 
Homo sapiens and Mus 
musculus (Tecido de coração, 
esôfago e cólon)  
 
 Na busca de reatividade cruzada com intra e interespécies utilizando a 
ferramenta Primer_BLAST, retornou que TCZ1 / TCZ2 amplificam quatro sequências 
diferentes em T. cruzi (572pb, 377pb, 377pb e 182pb) e também mostrou reatividade 
cruzada com outros organismos, tais como Mus musculus, Trichomonas vaginalis e 
Homo sapiens. S35 / S35 amplificam 6 sequências diferentes de T. cruzi (1043pb, 
692pb, 691pb, 340pb, 321pb e 320pb) e também mostrou reatividade cruzada com 
Mus musculus e homo sapiens, e D71 / D72, amplificou somente 105pb e 123pb de 
TCI e TCII de T. cruzi, e finalmente, não foi encontrada reatividade cruzada com 








TABELA 3: PADRÃO DE AMPLIFICAÇÃO E REAÇÃO CRUZADA DOS 
INICIADORES. 
 







(STURM et al., 1989) 
X04680.1 





692pb 123 - 814 
691pb 475 - 1165 
340pb 475 - 814 
321pb 845 - 1165 




DONELSON et al., 
1989) 
XM_812413.1 




377pb 302 - 678 
377pb 497 - 873 




AY367122.1 105pb 1 - 105 
Não possui 
AY367120.1 123pb 1891 - 2013 
 
4.1.2 Iniciadores com base em fragmento do gene P21 (xm_812182.1) foram 
especificos para o dna de T. cruzi 
 Os iniciadores foram criados com a ferramenta PrimerQuest voltada para a 
região de T. cruzi denominada P21 (SILVA, DA et al., 2009), com código de acesso 
ao banco de dados on line de sequências de nucleotídeos:  XM_812182.1 (98-162) 
foram: P21fw (5'-AACGCCACC ATCAATCTTTTG -3 '), P21rv (5'-
CGTCGCATTCCTCATTTCTTC-3'), que resulta na amplificação de fragmento de 65 
pares de base T. cruzi (Tabela 4). 
 Na busca de reatividade cruzada com outras espécies (Mus musculus, 
Homo sapiens e Trypanossomatidae), utilizando a ferramenta Primer_BLAST, não 








TABELA 4: INICIADORES SELECIONADOS PARA Trypanosoma cruzi 
(XM_812182.1). 
 








>gi|71657520|ref|XM_812182.1| Trypanosoma cruzi strain CL Brener hypothetical protein 











4.1.3 Comparação entre os perfis moleculares de cada par de iniciadores por 
reação em cadeia da polimerase (PCR convencional) 
 
Observou-se que a amplificação de DNA com D71 / D72 (Figura 4A), S35 / 
S36 (Figura 4C) e TCZ1 / TCZ2 (Figura 4D) geraram vários fragmentos de DNA de 
T. cruzi, e amplificação não específica em mioblastos e tecidos não infectados. A 
amplificação com os iniciadores P21fw / P21rv geraram apenas um fragmento 
amplificado em amostras de DNA de mioblastos e de tecido de coração de 
camundongo infectado, e não houve nenhuma amplificação não específica nas 










FIGURA 4: Amplificação de DNA por PCR de T. cruzi. (A) D71 / D72; (B) P21fw / P21rv; (C) S35 / 
S36; E (D) TCZ1 / TCZ2. 1, 2, 10, 11, 19, 20, 28 e 29: tecido de coração de camundongo infectado 
com T. cruzi; 3, 4, 12, 13, 21, 22, 30 e 31: tecido de coração de camundongo não infectado; 5, 6, 14, 
15, 23, 24, 32 e 33: C2C12 infectados por T. cruzi; 7, 8, 16, 17, 25, 26, 34 e 35: somente C2C12; 9, 
18, 27 e 36: controle negativo; MM: padrão de peso molecular de 50pb. 
 
 
4.1.4 Especificidade e sensibilidade do pcr quantitavo em tempo real (qPCR) para a 
detecção de T. cruzi 
 
O resultado da PCR convencional (Fig. 5A) e da análise da curva de 
disociação de qPCR em tempo real indicaram que o produto era uma banda única 
discreta, sem produtos não específicos. Uma diluição em série de DNA, a partir de 
cultura de T. cruzi (para ensaios in vitro) e de tecido de coração de camundongos 
infectados por T. cruzi (para ensaios in vivo) foram utilizadas para gerar curva 
padrão (Fig. 5B). A eficiência da reação de qPCR foi 96,84%. Amostras infectadas 
apesentaram curvas de amplificação semelhante e quase no mesmo valor do ciclo 
limiar (Fig. 5C). A análise da curva de dissociação mostrou um pico único de 
absorção em 78,3 ± 0,3 ° C (Fig. 5D), o que indica uma elevada especificidade do 





FIGURA 5: (A) Produto de pcr convencional de Trypanosoma cruzi usando iniciadores P21fw / P21rv; 
(B) curva padrão para a PCR quantitativa gerado 6 diluições em série; (C) curvas de amplificação por 






A quantificação foi realizada (Tabela 5) e a sensibilidade e reprodutibilidade 
do ensaio de qPCR em tempo real foi avaliada usando amostras de DNA de 
mioblastos e de coração de camundongos infectados com T. cruzi (C +) e também 
não infectados (C -). Valores médios de amostras com 2 parasitas (CT 29,8 ± 0,3) 




estável. As amostras não infectadas (C -) amplificaram inespecificamente a partir do 
CT 33,2 ± 1,3 e Tm de 77,8 ± 0,2. 
 
TABELA 5: Especificidade e sensibilidade do PCR quantitativo para detectar T. cruzi. 
 











1 12,9 12,9 0,0 2E+05   78,4 
 
12,9     2E+05   78,4 









3 20,3 20,3 0,1 2E+03   78,4 
 
20,3     2E+03   78,4 









5 27,1 27,1 0,1 2E+01   78,2 
 
27,0     2E+01   78,2 









C+ (50 mg tecido + T, 
cruzi) 






 28,1     8,6   78,2 
C- (50 mg tecido) 











C- (25 mg tecido) 






 32,5     0,4   77,9 
C- (13 mg tecido) 






 33,2     0,3   77,3 
C+ (C2C12 + T, cruzi) 






 19,4     3053,5   78,2 
C- (C2C12) 













4.2 ANÁLISE DOS NÍVEIS TRANSCRICIONAIS DE GENES RELACIONADOS À 
ORGANIZAÇÃO DO CITOESQUELETO E REPARO DE MEMBRANA 
PLASMÁTICA 
4.2.1 Especificidade dos iniciadores utilizados no RT-qPCR mediante a curva de 
dissociação 
 Para o início da construção dos iniciadores, as sequências dos transcritos 
(mRNA) foram analisadas utilizando o programa BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Diversos critérios foram utilizados para a 
construção dos iniciadores incluindo anelamento em junção de éxon (quando 
possível), formação de estruturas secundárias, conteúdo GC e temperatura de 
melting (Tm). Na tabela 6 estão os resultados da validação dos iniciadores para os 
genes do estudo, todos os iniciadores utilizados permaneceram dentro dos padrões 
exigidos para uma reação de RT-qPCR, assim como o valor R2 de 99%. 
 
TABELA 6: validação dos iniciadores para a RT-qPCR. 
 








ANEXINA A2 -3,4 1,9 0,99 96 
GALECTINA 1 -3,3 2,0 0,99 100 
GALECTINA 3 -3,5 1,9 0,99 93 
DISFERLINA -3,2 2,0 0,99 105 
TFEB -3,5 1,9 0,99 93 
ASM -3,5 1,9 0,99 93 
GAPDH -3,1 2,1 0,99 110 
*Primers com padrões aceitáveis com relação a eficiência da reação (Slope) segundo a Applied 
Biosystem. ** coeficiente de correlação linear (R2). 
  
 A especificidade dos oligonucleotídeos foi verificada pela curva de 
dissociação gerada posteriormente a reação de RT-qPCR. Os diversos picos obtidos 
com iniciadores utilizados neste estudo podem ser observados na figura 6 (A-G). A 
análise das curvas não exibiram outros picos, sugerindo que os oligonucleotídeos 












FIGURA 6: Curva de dissociação gerada pela RT-qPCR. Picos obtidos na curva de dissociação ou 
“curva de melting” gerada pelo RT-qPCR; Galectina 1 (A); Galectina 3 (B); Anexina A1 (C); Anexina 







4.2.2 A infecção por T. cruzi durante as fases aguda, crônica e imunossupressão 
da fase crônica, promoveu mudanças em relação ao peso corporal e do coração em 
camundongos. 
Durante a infecção experimental, observamos mudanças no peso corporal de 
camundongos infectados comparado ao grupo controle. Camundongos em fase 
aguda não ganharam peso em comparação com animais não infectados da mesma 
idade. Com o estabelecimento e a evolução da infecção para a fase crônica os 
animais recuperaram a capacidade de ganhar peso. Quando os animais foram 
expostos à imunossupressão na fase crônica, tiveram perda de peso significativa em 
comparação com os animais em fase crônica não imunossuprimidos. Quando os 
camundongos são imunossuprimidos em fase crônica foi observada a perda de peso 
significativa, em comparação com os animais na fase crônica não imunossuprimidos 
(Figura 7A). Além da variação do peso corporal, observou-se um aumento 
significativo no peso do coração em diferentes fases de infecção, em comparação 
com os controles. Ocorreu um aumento relevante para o peso do coração de 
animais imunossuprimidos quando comparado com os não imunossuprimidos em 
fase crônica (Figura 7B). Imagens representativas das mudanças do tamanho do 
coração (Figura 7C). 
 
FIGURA 7: Parâmetros de peso corporal e do coração de animais infectados pelo T. cruzi. (A) Peso 
dos animais durante o estudo e em diferentes estágios da doença. (B) Peso do coração dos animais. 






4.2.3 As diferenças entre a parasitemia na fase aguda e após imunossupressão 
na fase crônica da infecção experimental. 
 Durante a infecção experimental foi observado um aumento significativo na 
carga parasitária no sangue dos animais durante a imunossupressão de animais 
crônicos, quando comparado com a parasitemia na fase aguda. Observou-se 
também uma parasitemia inicial em animais imunossuprimidos em comparação com 
animais expostos somente à infecção primária (Figura 8). 
 






4.2.4 A imunossupressão na fase crônica promove um incremento na carga 
parasitária no tecido cardíaco. 
  
 Durante a cinética da infecção foram analisadas amostras de tecido do 
coração para verificar a carga parasitária. Foram encontradas cópias de DNA do 
parasita em todas as situações de infecção em camundongos em fase crônica, 
porém essa quantidade é significativamente maior do que o encontrado na fase 




de camundongos em fase crônica de infecção foi imunocomprometido, em 
comparação com animais de mesma fase, estes dados sugerem que a recaída 
aguda da infecção promoveu a ativação da forma latente do parasita, e como 
resultado, há uma exacerbação do número de parasitas no tecido (Figura 9). 
 
 FIGURA 9: Quantificação da carga parasitária no tecido animal infectado durante as diferentes fases 





4.2.5 Fase aguda da infecção promove um aumento significativo na expressão 
gênica de proteínas envolvidas na organização do citoesqueleto. 
 O RNA de tecido de camundongo na fase aguda da infecção e de 
camundongos não infectados (controle) foi extraído para quantificar a expressão do 
gene TFEB, ASM, Disferlina, Galectina 1, Galectina 3 e Anexina A2. Não houve 




Disferlina e Galectina 1 quando comparados ao controle (Figura 10 A-D). No 
entanto, observou-se um aumento significativo nos níveis transcricionais da 
expressão da Galectina 3 e Anexina A2 de animais infectados durante a fase aguda 
(Figura 10 E e F). 
 
FIGURA 10: Níveis transcricionais em tecido cardíaco de camundongos na fase aguda. Nível de 
expressão relativa (A) TFEB, (B) ASM (C) Disferlina (D) Galectina 1 (E) Galectina 3 (F) Anexina A2, 






4.2.6 Na fase crônica da infecção e após a imunossupressão ocorre alteração dos 
níveis transcricionais no tecido cardíaco. 
 Avaliando os níveis transcricionais no tecido do coração de camundongos 
durante a fase crônica da infecção experimental, detectamos que apenas Galectina 
1 estava sendo expressa diferencialmente quando comparada ao grupo controle 
(Figura 11D). Para se observar os efeitos da imunossupressão na modulação da 
expressão gênica, nós comparamos os níveis relativos de expressão deste grupo 
com um grupo de animais em fase crônica não imunossuprimidos. Encontramos um 




A2 nos camundongos imunossuprimidos, em comparação com o grupo 
imunocompetente (Figura 11 A, B, E e F respectivamente). Além disso, tiveram uma 
diminuição de expressão de Disferlina (Figura 11C), após imunossuprimidos, quando 




FIGURA 11: Níveis transcricionais em tecido cardíaco de animais em fase crônica imunossuprimidos. 
(A) TFEB, (B) ASM, (C) Disferlina (D) Galectina 1 (E) Galectina 3 (F) Anexina A2 nos diferentes 









5.1 NOVA FORMA DE DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DA CARGA 
PARASITÁRIA DE T. cruzi 
 
 Ensaios moleculares têm sido amplamente utilizados para o diagnóstico, 
monitoramento da progressão e o resultado da terapia na doença de Chagas 
(UMEZAWA et al., 1999; LUQUETTI et al., 2003; DUFFY et al., 2009; YUN et al., 
2009; BRITTO, 2009; SCHIJMAN et al., 2011). 
 O diagnóstico baseia-se na demonstração dos parasitas em aspirados de 
tecidos ou sangue, a detecção de anticorpos contra os parasitas, a detecção de 
produtos do parasita no sangue ou secreções corporais, ou a detecção quantitativa / 
qualitativa de DNA do parasita. Dois resultados positivos a partir de qualquer um 
destas 3 técnicas convencionais são recomendados para um diagnóstico final, mas 
os métodos atuais de diagnóstico para doenças causadas por tripanossomatídeos 
não são satisfatórios (“Research priorities for Chagas disease, human African 
trypanosomiasis and leishmaniasis.,” 2012). 
 A detecção quantitativa / qualitativa de DNA do parasita com a reação em 
cadeia da polimerase (PCR) é mais sensivel do que os outros métodos 
parasitológicos e, portanto, poderia ser útil para confirmar o diagnóstico em casos de 
sorologia inconclusiva e como método auxiliar para monitorar o tratamento. O método 
da PCR pode identificar a falha do tratamento por meio da detecção positiva do DNA 
de T. cruzi, no entanto, não é utilizado no diagnóstico de rotina por causa da má 
padronização, potencial contaminação cruzada de DNA, grande risco de resultados 
falso-positivos, resultados variáveis entre laboratórios e países (PIRON et al., 2007b; 
QVARNSTROM et al., 2012; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012). 
 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) é uma plataforma de análise 
altamente sensível que fornece especificidade de detecção elevada em comparação 
com outras plataformas, quando segue os parâmetros ideais de padronização 
(CECILIA et al., 2015; CHAN et al., 2015). 
 Embora até hoje não exista um padrão ouro para a detecção da infecção por 
T. cruzi em amostras biológicas por PCR em tempo real, existem muitos trabalhos 




(MOSER; KIRCHHOFF; DONELSON et al., 1989) e D71 / D72 (STURM et al., 1989; 
SOUTO; ZINGALES, 1993), porém esses iniciadores foram desenhados para PCR 
convencional (anteriormente ao início do uso da plataforma de PCR quantitativo em 
tempo real) e específicos para a amlificação do DNA de T. cruzi em cultura. 
 De acordo com os parâmetros analíticos ideais para o qPCR ( BUSTIN; 
BENES; GARSON et al., 2009), quando se trabalha com SYBRgreen, deve-se 
utilizar iniciadores que amplifiquem fragmentos de até 150 pb, para que não ocorra a 
formação de dímeros de iniciadores. Isto é porque SYBRgreen é um intercalante de 
DNA de dula fita, e por conseguinte, quanto maior for a quantidade de DNA de dula 
fita na amostra, maior é a probabilidade de amplificações inespecíficas, causando, 
assim, uma falsa amplificação do DNA de interesse, por conseguinte, um falso 
positivo.  
 Uma forma de distinguir um falso positivo de um positivo verdadeiro é o 
estudo da temperatura de melting (Tm) (XANTHOPOULOU et al., 2016; SCHMIDT; 
HULKKONEN; NAUE et al., 2016), em que Tm é utilizado para diferenciar as 
sequências de DNA diferentes, isto é, quando comparado com um controle positivo, 
as amostras a ser avaliadas deve ter o mesmo Tm (mesmo com quantificação 
diferente). Se não tiver, deve-se considerá-los como um falso-positivo. 
 Os iniciadores P21fw / P21rv encaixam-se perfeitamente em parâmetros 
ideais para o uso do qPCR em tempo real, e quando comparado com os iniciadores 
S35 / S36, TCZ1 / TCZ2 e D71D72 são a melhor escolha, porque amplificam uma 
única sequência de DNA menor que 150 pb em amostras de tecidos infectados e, 
não possuem nenhuma reatividade cruzada com quaisquer outras espécies, sendo 
considerada uma grande ferramenta para a quantificação de T. cruzi em amostras 








5.2 ANÁLISE DOS NÍVEIS TRANSCRICIONAIS DE GENES RELACIONADOS À 
ORGANIZAÇÃO DO CITOESQUELETO E REPARO DE MEMBRANA 
PLASMÁTICA 
5.2.1 Retorno de parasitemia e maior carga parasitária no tecido cardíaco em fase 
crônica após imunossupressão  
Em nosso trabalho observamos o aumento no número de parasitas e 
parasitemia em animais crônicos que foram imunossuprimidos. Resultados 
semelhantes associando parasitemia com reativação da infecção por T. cruzi pela 
imunossupressão, seja pelo uso de drogas ou por doenças que imunocomprometem 
o paciente também foram encontrados (SARTORI et al., 2002; DUFFY et al., 2009; 
FREITAS, DE et al., 2011).  Pacientes chagásicos crônicos, quando 
imunossuprimidos pela infecção com o vírus da imunodeficiência humana (HIV) 
voltam a possuir parasitemia (SARTORI et al., 2002; DUFFY et al., 2009; FREITAS, 
DE et al., 2011). Pacientes chagásicos em fase terminal que receberam drogas 
imunossupressoras após transplante cardíaco também sofreram o retorno da 
parasitemia (SARTORI et al., 2002; DUFFY et al., 2009b; FREITAS, DE et al., 2011). 
A imunossupressão causada por doenças auto-imunes (infecção por HIV / 
SIDA, doença neoplásica, e doença auto-imune sistémica) e imunossupressão 
causada por drogas em pacientes com infecção por T. cruzi, leva a um aumento na 
quantificação de T. cruzi nos indivíduos infectados (PINAZO et al., 2013), e um  
aumento da parasitemia através da reativação da infecção pode ser detectada por 
parasitologia direta e / ou técnicas de PCR, mesmo na ausência de sintomas 
clínicos, e deve ser considerado a característica definidora mais importante de 
reativação, porque, geralmente, aumenta antes do início dos sintomas (LATTES; 
LASALA, 2014) 
A reativação pode ser uma consequência inevitável do tratamento 
imunossupressor.  Existem casos de pacientes que não tinham conhecimento de ser 
portador da doença de Chagas e apresentaram reativação após a terapia 
imunossupressora instituída para tratar doenças de pele. Pacientes com infecção por 
T. cruzi que precisam de terapia imunossupressora deve, portanto, ser seguido de 
perto, e ainda, tratamento com benzonidazol ou nifurtimox é fortemente 
recomendado em casos de reactivação confirmada (BURGOS et al., 2012; PINAZO 




parasitemia, porém o uso de benzonidazol concomitante ao tratamento com 
corticoide impediu a parasitemia, sendo sugerido que pacientes 
imunocomprometidos com doença de Chagas crônica utilizem corticoide 
concomitantemente com benzonidazol, para que não ocorra o agravamento da 
doença de Chagas (RASSI et al., 1999).  
Em um trabalho publicado de estudo de caso, foi relatado que uma criança 
tratada com dexametasona demonstrou maior taxa de parasitemia, o que parece 
estar relacionado com doses mais elevadas de corticosteroides (TRESOLDI et al., 
1984).  
De acordo com o exposto acima, esses estudos citados corroboram nosso 
estudo quando foi observado o retorno da parasitemia e o aumento significativo da 
carga parasitária em tecidos cardíacos, especialmente depois de imunossupressão 
por dexametasona em fase crônica, o que demonstra que a reativação pode 
modificar o processo natural de infecção. 
5.2.2 Aumento na expressão gênica de Galectina 3 e Anexina A2 na fase aguda, 
crônica e após imunossuprimidos de infecção.  
Em nosso trabalho observamos que houve  aumento significativo na 
expressão gênica da Galectina 3 e Anexina A2 de animais infectados durante a fase 
aguda, em fase crônica e após imunossupressão, quando comparado com controles 
de animais de mesma idade não infectados. Moléculas de superfície do T. cruzi 
interagem com a Galectina 3 e modulam a interação do parasita com a laminina de 
forma lactose dependente, dessa forma, o aumento da expressão da Galectina 3 é 
favorável para a infecção por T. cruzi, pois o parasita utiliza a Galectina 3 para aderir 
e entrar no hospedeiro (MOODY; OCHIENG; VILLALTA et al., 2000)  
A Galectina 3  expressa em células B, é super expressa durante a infecção 
por T. cruzi em camundongos (ACOSTA-RODRÍGUEZ et al., 2004; VRAY et al., 
2004). O fato de que a Galectina 3 é secretada por macrófagos e por outras células, 
incluindo células de artérias coronárias humanas de músculo liso, sugere que a 
Galectina 3 modula a infecção (KLESHCHENKO et al., 2004). Galectina 3 também é 
encontrada em torno do vacúolo parasitóforo (ARAÚJO et al., 2009; REIGNAULT et 
al., 2014) e ao redor de parasitas após a fuga do vacúolo parasitóforo (MACHADO et 




resposta imune contra o T. cruzi, mas também na mediação de danos no tecido 
cardíaco, porque é a regulação da expressão específica de receptores do tipo toll 
(TLR: toll-like receptors ) durante a infecção por T. cruzi que orquestra respostas 
inflamatórias contra o parasita, e também medeia a infiltração de macrófagos e 
linfócitos em corações chagásicos para induzir a fibrose e subsequente lesão 
cardíaca (PINEDA et al., 2015). Dessa forma, a Galectina 3 parecem ser importante 
na relação parasita-hospedeiro durante a infecção pelo T. cruzi, pois está envolvido 
na internalização de tripomastigotas e no processo de adesão celular. 
Galectina 3 e Anexina A2 (GABEL et al., 2015; SHETTY et al., 2015) são 
proteínas envolvidas na dinâmica da membrana plasmática e na cicatrização celular 
( BANDOROWICZ-PIKULA; WOS; PIKULA et al., 2012; LAURITZEN; BOYE; 
NYLANDSTED et al., 2015). A importância da Anexina A2 na relação hospedeiro-
parasita foi demonstrada pelo fato de células knockout para a Anexina A2 
apresentarem importante redução da invasão de células por amastigotas 
extracelulares. Em contraste, a ausência da expressão de Anexina A2 favorece a 
multiplicação intracelular desses amastigotas extracelulares (TEIXEIRA et al., 2015). 
Foi demonstrado que a Anexina A2 favorece a remodelação dinâmica da actina na 
vizinhança das membranas celulares ( GRIEVE; MOSS; HAYES et al., 2012). Neste 
contexto, a ausência da expressão de Anexina A2 pode ter desorganizado o 
citoesqueleto de actina, o que permitiria maior multiplicação do parasita nas células 
knockout em comparação com as do tipo selvagem. Por conseguinte, uma 
remodelação intacta, rígida, e rapidamente do citoesqueleto facilita as fases iniciais 
da invasão e retenção de T. cruzi, seguido de amolecimento e a subsequente 
desmontagem do citoesqueleto para acomodar a replicação intracelular do parasita 
(MOTT et al., 2009). 
5.2.3 Expressão de genes na fase crônica da infecção e após a imunossupressão 
No nosso trabalho observamos um aumento significativo na expressão gênica 
da Galectina 3 e Anexina A2 de animais infectados durante as fases aguda e crônica 
e após imunossupressão na fase crônica, quando comparado com controles de 
animais não infectados. A cardiopatia chagásica crônica representa uma 
remodelação do sistema cardiovascular, que se manifesta como denervação 




vasculares, fibrose e hipertrofia caracterizar as principais características patológicas 
da cardiopatia chagásica crônica (PRETO et al., 2015; TORREÃO, 2015; “WHO,” 
2016). Como relatado anteriormente, a imunossupressão na doença de Chagas leva 
à reativação da infecção que provoca o aumento da parasitemia e a quantidade de 
parasitas no tecido, e estudos anteriores demonstraram que durante a invasão por T. 
cruzi há uma indução de um aumento da atividade lisossômica que é essencial para 
o estabelecimento e diferenciação de parasita (FERNANDES et al., 2011). Durante a 
invasão, há um processo de lesão da membrana plasmática, que induz a exocitose 
de lisossomas reguladas por cálcio e tem a mesma função de reparação. Vários 
estudos demonstram a atividade de TFEB como chave para o estabelecimento do 
parasita na célula hospedeira através de funções tais como exocitose lisossomal, 
formação do fagossomo, reparo da membrana e autofagossomo (SARDIELLO et al., 
2009b; SETTEMBRE; BALLABIO, 2011; SPAMPANATO et al., 2013). Neste 
contexto, este fator tem um papel fundamental para o processo de reparação da 
membrana celular mediada pelo TFEB. Durante a internalização do parasita no 
interior da célula, o cálcio iônico provoca a fusão dos lisossomos com a membrana 
exterior no lugar onde este parasita invadiu liberando a ASM, que por sua vez induz 
a formação de ceramida para ajudar no processo de reparação das regiões da 
membrana lesionadas, promovendo também a entrada e estabelecimento do 
parasita (TAM et al., 2010; FERNANDES et al., 2011; DEFOUR et al., 2014). 
A Disferlina é uma proteína que está relacionada com o reparo da membrana 
após uma lesão muscular, e em um papel direto, pode permitir a sobrevivência das 
células lesadas (BANSAL et al., 2003; LENNON et al., 2003; MCNEIL; 
KIRCHHAUSEN, 2005; GLOVER; BROWN, 2007). O parasita T. cruzi possui 
tropismo por células musculares (NUNES et al., 2013), que são mais propensos a 
danos. Um estudo sugeriu que o T. cruzi pode invadir células utilizando a maquinaria 
da reparação da membrana plasmática em feridas (FERNANDES; ANDREWS, 
2012) e que o tropismo de T. cruzi em cardiomiócitos no músculo esquelético está 
relacionada com a presença da reparação altamente desenvolvida da membrana 
plasmática nestas células. 
Nossos resultados, mostraram diminuição da expressão genica de Disferlina 
nos animais imunossuprimidos, quando comparados aos animais não 
imunossuprimidos, na fase crônica. Nós sugerimos que esta diminuição da Disferlina 




consequencia grande quantidade de tecido fibrótico, impedindo assim o aumento na 
expressão de Disferlina. Outros experimentos devem ser realizados, com o objetivo 
de elucidar o mecanismo de reparo de membrana no tecido cardíaco de animais 







Neste estudo, foi demonstrado que a quantificação por PCR em tempo real 
utilizando os iniciadores P21fw e P21rv, mostrou ser um novo, específico e sensível 
método para a detecção de T. cruzi em cultura de células e de tecidos de 
camundongo, sendo assim, considerada como uma potencial ferramenta de 
diagnóstico para a detecção e quantificação do parasita T. cruzi. 
 A infecção de camundongos por T. cruzi aumentou significativamente os 
níveis transcricionais de Galectina 3 e de Anexina A2 no tecido cardíaco, durante 
toda cinética experimental. 
 Já a imunossupressão dos animais e consequente reativação da doença, 
causou perda de peso e aumento no tamanho e peso do coração. Além disso, 
provocou parasitemia e aumento da carga parasitária no tecido cardíaco. Por outro 
lado, a imunossupressão levou a diminuição da expressão de Disferlina no tecido 
cardíaco após imunossupressão na fase crônica da infecção. Mas, houve aumento 
significativo dos níveis transcricionais de TFEB, ASM, Galectina 1, Galectina 3 e 
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